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　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨
　合成のステロイド系エストロジェンであるDiethylstilbestrol（DES）は、1940年代から1950年代
にかけて流産防止薬として広範に使用された医薬品である。しかしながら、DESを処方された母親か
ら生まれた子供が成熟期まで成長すると男女を問わず生殖器系の発達に有害な作用を及ぼすことが判
明し［K：aplan，1959；Gillθ6　a1。，1976；Whit6head　and　Leiter，1981；Bomsteinθ頗1．，1988，］、実験動
物に対しても同様の阻害作用を有することが明らかとなった［Mc：Lachlanθ6　a1．，1975；Marselos
andTomatis，1993］。　DESを用いたほとんどの研究は、生殖器系に肉眼的な被害を及ぼすような
10－300μg／kg（体重）といった高用量のDESを使用したものであった［McLachlanθ頗1．，1975；
S車arpe，θ孟a1．，1995；McKinne11θ酋a1．，2001；Haavistoθ呑a1．，2003］。
　以前の研究において、妊娠ラットに低用量のDES（0．5，1．5μg／kg）を長期間（妊娠7日目～21日目）
投与して、その産子を観察したところ、雄では血漿テストステロン・レベルの抑制及び精巣上体の組
織学的発達の乱れが確認され、メスでは生後3週齢での卵胞の成熟と子宮の発育（子宮角の直径）が
促進されることが確認されている（’Yamamo七〇Lθ孟a1．，2003，2005）。
　そこで、本研究は、胎生期に低用量のDESを長期間暴露された場合ゐ同腹の雌雄
の産子の生殖器系への影響について、下記の
①離乳期以降の卵巣での卵胞の発育に対する作用を検討．
②子宮あ発育を促進させるメカニズムの解明1
③精巣上体への作用メカニズムの検討
④DES投与は血漿テストスデロン濃度を変化させるが、精巣ステロイドホルモン合成系において誘発
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される変化には血漿テストステロン濃度を減少させる決定的な要因が確定できず（Kobayashiθオa1．，
2009）、代謝系へ作用している可能性が考えられる。そこでDES投与が肝臓における代謝酵素の誘導
を変化させるかについて検討し、内分泌かく乱物質の陽性対象化学物質としてのDESの作用をさらに
解明することを目的とした。
　第一章では、合成エストロジェンであるDiethylstilbestrol（DES）を1．5あるいは0．5pg／kg！day
（DES　1．5群あるいはDESO．5群）の用量で妊娠Sprague－Dawley（SD）ラットに妊娠7日目～21日目
の期問、連日皮下投与し、母体へ投与したDESが、その産子の卵巣における卵胞の成長に対してどの
ような影響を及ぼすかについて検討した。生後6週のDES1．5群において、血漿FSH濃度、血漿LH
濃度、そして総卵胞数に対する一次卵胞と二次卵胞の割合が増加し、原始卵胞の割合が減少した。
卵巣内には多数の大きめの間質細胞の集団が出現し、これらの細胞はDESと結合してその作用を仲介
するエストロジェン・レセプターα（ERα）を強く発現していた。しかし、このような卵胞成長の変化
は生後15週では観察されなくなった。以上の観察結果から、胎生期に投与された低濃度のDESは産
子卵巣の卵胞の成長に対して促進的な作用を有するが、その作用は恒久的ではないことが示唆された。
　第二章では、DESを1．5あるいは0．5Fg／kg／day（DES1．5群あるいはDESO．5群）の用量で妊娠
SDラットに妊娠7日目～21日目の期間、連日皮下投与し、母体へ投与したDESが、胎齢20日の胎子
および生後1、3、6ならびに15週齢の産子の子宮の発達に対してどのような影響を及ぼすかについて
検討した。胎齢20日において、DES1．5群の子宮角の長さは増加し、生後3、6および15週において
長さは短くなった。生後3および6週齢のDES1．5群の子宮角の太さが増加した。さらに生後1週の子
宮内膜上皮細胞の細胞分裂指数も有意に増加した。以上の観察結果から、胎生期に投与された低濃度
のDESは子宮の発達に対して初期には子宮角の長さ、後期では子宮角の太さの成長に促進的な作用を
有するが、その作用は恒久的ではないことが示唆された。
　第一・二：章と同様の方法でDESを投与した場合、生後6週目のDESを1．5pg／kg／day投与した雄産子
血漿テストステロン濃度が、生後15週では、DESO．511g！kg／day投与した雄産子のテストステロン濃・
度および精巣上体の重量が減少し、精巣上体管の上皮の高さと管腔の大きさが減少することが実証さ
れている。そこで第三章では、胎生期に暴露されたDESによって引き起こされた精巣上体の形態学的
な変化が、精巣上体での細胞分裂の抑制によるものであるかを検証するとともに、ホルモン・レセプ
ターの発現にどのように作用するかについても検討した。DES投与は・精巣「ヒ体の細胞分裂指数を変
化させなかったが、生後15週のアンドロジェン・レセプター（AR）mRNA発現量を減少させ、生後6
週のERαmRNA発現量を増加させた。以上の観察結果から、胎生期に投与された低濃度のDESはス
テロイド・レセプターの発現を変化させ、この変化が精巣上体の成長を遅延させる要因であることが
示唆された。
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　第三章およびこれまでの研究（Yamamotoθ孟a1．，2003，2005；：Kobayashi砿a1．，2009）によって母
体に投与された低濃度のDESは産子雄の精巣上体の発達：および精巣機能をかく乱することが実証され
た。その一例は、生後6週の血漿テストステロンの減少である。この時精巣のAR　mRNAの発現量は
増加し、低レベルのテストステロンによる精子形成の阻害を防御することが示唆されている。しかし
ながら、DESによるテストステロン・レベルの低下と、精巣におけるステロイド合成機能を持つ酵素
群のmRNAの発現の変化との間に関連性が見られなかった（K：obayashi諾a1．，2009）。そこで乱第四
章では、DESによって血漿テストステロンが抑制される原因を調べるために、　DESを投与された母親
から生まれた雄の肝臓におけるステロイド代謝がどのように変化するかを明らかにすることを目的と
し、肝臓ミクロソーム酵素（ステロイド分解酵素であるCYP3A1、　CYP2B1／2、　CYP2C11、ならびに
ステロイドを抱合化するUGT2B1）およびIG：F－1（Insulin－like　Growth　Facωr－1）mRNA発現量：を測
定した。胎生期のDES投与はCYP3A1およびCYP2B1！2　mRNAレベルを減少させたが、　CYP2C11の
発現レベルは変化させなかった。生後6週において、DES投与はUGT2B1およびIG：F－1　mRNA発現
レベルを増加させた。以上の観察結果は、母体へのDES投与によって減少した血漿テストステロン濃
度に反応してテストステロン濃度を正常に維持するために、肝臓のCYP3A1とCYP2B112の発現が抑
制され、精子形成を正常に保つためにIG：F－1の発現が増強される、しかしながら、　DES投与は本来な
らば減少するはずのUGT2B1の発現レベルをかく乱してしまうので、結果として生後6週のテストス
テロン濃度は減少してしまう可能性を示唆している。
　以上の結果より、雄産子の精巣の機能を低下させる低用量のDESを、長期間（妊娠7日目～21日目）
妊娠ラットに投与した場合、①雌産子の離乳期以降の卵巣での卵胞発育に対して促進的に作用するが、
その作用は恒久的ではない、②雌産子の子宮の発育に促進的に作用するが、やはりその作用は恒久的
ではない、③精巣上体の性ステロイド受容体の発現を変化させ、この変化が精巣上体の成長を遅延さ
せる要因である、④肝臓に存在する性ステロイド分解酵素の働きを変化させることが証明された。
　すなわち母体に投与されたDESは、雄産子の生殖器系には抑制的に作用し、雌産子の生殖器系の発
達には促進的に作用すること、さらに雄産子の肝臓でのホルモン分解酵素の発現も乱れるために、血
漿テストステロン濃度が変化したことが明らかとなった。
　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　合成のステロイド系エストロジェンであるDie七hylstilbestrol（DES＞は、1940年代から1950年代
にかけて流産防止薬として広範に使用された医薬品である。しかしながら、DESを処方された母親か
ら生まれた子供が成熟期まで成長すると男女を問わず生殖器系の発達に有害な作用を及ぼすことが判
明し［Kapian，1959；Gill砿a1．，1976；Whitehead　and　Leiter，1981；Bornstein窃a1．，1988，］、実験動
物に対しても同様の阻害作用を有することが明らかとなった［McLachlanθ6　a1．，1975；Marse16s　and
Tomatis，1993］。　DESを用いたほとんどの研究は、生殖器系に肉眼的な被害を及ぼすような10－300
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pg／kg（体重）といった高用量のDESを使用したものであった［McLachlanθ彦a1．，1975；Sharpe，θ診
a1．，1995；McKinn611θ孟a1．，2001；Haavistoθ孟a1．，2003］。
　以前の研究において、妊娠ラットに低用量のDES（0．5，1．5μg／kg）を長期間（妊娠7日目～21日目）
投与して、その産子を観察したところ、雄では血漿テストステロン・レベルの、抑制及び精巣上体の
組織学的発達の乱れが確認され、メスでは生後3週齢での卵胞の成熟と子宮の発育（子宮角の直径）
が促進されることが確認されている（YamamQto　e蝕1．，2003，2005）。
　以上の研究報告を背景に、本研究は、胎生期に低用量のDESを長期間暴露された場合の同腹の雌雄
の産子の生殖器系への影響について検討し、内分泌かく乱物質の陽性対象化学物質としてのDESの作
用をさらに解明している。
　第一章では、合成エストロジェンであるDie七hylstilbestrol（DES）を1．5あるいは0．5pg／kg／day
（DES1，5群あるいはDESO．5群）の用量で妊娠Sprague－Dawley（SD）ラットに妊娠7日目～21日目
の期間、連日皮下投与し、母体へ投与したDESが、その産子の卵巣における卵胞の成長に対してどの
ような影響を及ぼすかについて検討した。
　その結果、生後6週のDES1．5群において、血漿：FSH濃度、血漿LH濃度、そして総卵胞数に対す
る一次卵胞と二次卵胞の割合が増加し、原始卵胞の割合が減少した。卵巣内には多数の大きめの間質
細胞の集団が出現し、これらの細胞はDESと結合してその作用を仲介するエストロジェン・レセプタ
ーα（ERα）を強く発現していることを明らかにした。しかし、このような卵胞成長の変化は生後15
週では観察されなくなった。
　以上の観察結果から、胎生期に投与された低濃度のDESは産子卵巣の卵胞の成長に対して促進的な
作用を記するが、その作用は恒久的ではないことが示唆されたとしている。
　第二章では、第一章と同様の方法でDESを投与し、胎齢20日の二子および生後1、3、6ならびに
15週齢の産子の子宮の発達に対してどのような影響を及ぼすかについて検討した。その結果、胎齢20
日において、DESL5群の子宮角の長さは増加し、生後3、6および15週において長さは短くなり、生
後＄および6週齢のDES1．5群の子宮角の太さが増加した。さらに生後1週の手宮内膜上皮細胞の細胞
分裂指数も有意に増加した。以上の観察結果からぐ胎生期に投与された低濃度のDESは子宮の発達に
対して初期には子宮角の長さ、後期では子宮角の太さの成長に促進的な作用を有するが、その作用は
恒久的ではないことが示唆されたとしている。
　第一・二章と同様の方法でDESを投与した場合、生後6週目のDESを1．5pg／kg／day投与した雄産子
血漿テストステロン濃度が、生後15週では、DES　O．5μg／kg！day投与した雄産子のデストステロン濃度
および精巣上体の重量が減少し、精巣上体管の上皮の高さと管腔の大きさが減少することが実証され
ている。そこで第三章では、胎生期に暴露されたDESによって引き起こされた精巣上体の形態学的な
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変化が1精巣上体での細胞分裂の抑制によるものであるかを検証するとともに、ホルモン・レセプタ
ーの発現にどのように作用するかについても検討した。
　その結果、DES投与は精巣上体の細胞分裂指数を変化させなかったが、生後15週のアンドロジェン
・レセプター（AR）mRNA発現量を減少させ、生後6週のERαmRNA発現量を増加させた。
　以上の観察結果から、胎生期に投与された低濃度のDESはステロイド・レセプターの発現を変化さ
せ、この変化が精巣上体の成長を遅延させる要因であることが示唆されたとしている。
　第三章およびこれまでの研究（Yamamotoθ砲1。，2003，2005；Kobayashiθ砲1．，2009）によって母
体に投与された低濃度のDESは、産子雄の精巣上体の発達および精巣機能をかく乱することが実証さ
れた。その一例は、生後6週の血漿テストステロンの減少である。この時精巣のAR　mRNAの発現量
は増加し、低レベルのテストステロンによる精子形成の阻害を防御することが示唆されている。しか
しながら、DESによるテストステロン・レベルの低下と、精巣におけるステロイド合成機能を持つ酵
素群のmRNAの発現の変化との問に関連性が見られなかった（Kobayashiθオa1．，2009）。そこで、第
四章では、DESによって血漿テストステロンが抑制される原因を調べるために、　DESを投与された母
親から生まれた雄の肝臓におけるステロイド代謝がどのように変化するかを明らかにすることを目的
とし、肝臓ミクロソーム酵素（ステロイド分解酵素であるCYP3A1、　CYP2B1！2、　CYP2C11、ならび
にステロイドを抱合化するUGT2B1）およびIGF・1（lnsulin－like　Growth　Factor－1）mRNA発現量を
測定した。
　その結果、胎生期のDES投与はCYP3A1およびCYP2B1！2　mRNAレベルを減少させたが、
CYP2C11の発現レベルは変化させなかった。生後6週において、　DES投与はUGT2B1およびIGF－1
mRNA発現レベルを増加させた。
　以上の観察結果は、母体へのDES投与によって減少した血漿テストステロン濃度に反応してテスト
ステロン濃度を正常に維持するために、肝臓のCYP3A1とCYP2B112の発現が抑制され、精子形成を
正常に保つためにIGF－1の発現が増強されるとしている。しかしながら、　DES投与は本来ならば減少
するはずのUGT2B1の発現レベルをかく乱してしまうので、結果として生後6週のテストステロン濃
度は減少してしまう可能性を示唆しているとしている。
　以上の結果より、雄産子の精巣の機能を低下させる低用量のDESを、長期間（妊娠7日目～21日目）
妊娠ラットに投与した場合、①雌産子の離乳期以降の卵巣での卵胞発育に対して促進的に作用するが、
その作用は恒久的ではない、②雌産子の子宮の発育に促進的に作用するが、やはりその作用は恒久的
ではないく③精巣上体の性ステロイド受容体の発現を変化させ、この変化が精巣上体の成長を遅延さ
せる要因である、④肝臓に存在する性ステロイド分解酵素の働きを変化させることが証明された。
　すなわち母体に投与されたDESは、雄産子の生殖器系には抑制的に作用し、雌産子の生殖器系の発
達には促進的に作用すること、さらに雄産子の肝臓でのホルモン分解酵素の発現も乱れるために、血
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漿テストステロン濃度が変化したことが証明した。
．本研究で明らかになった知見は、内分泌かく乱物質の陽性対照化学物質であるDESの作用機序をよ
り詳細に明らかにしたものであり、博士（獣医学）を授与するのに相応しい業績と判定した。
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